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(54) Title: NUCLEIC ACID TRANSFECTION EFFICIENCY INCREASE BY USE OF ISOPROPANOL IN AQUEOUS SOLUTIONS 

(54) Bezetchnung: STEIGERUNG DER TRANSFEKTIONSEFFIZrENZ VON NUCLEINSAUREN DURCH DIE VERWENDUNG VON 
ISOPROPANOL IN WASSRIGEN L6SUNGEN 

(57) Abstract 

Isopropanol in aqueous solutions is used for chromatographically isolating nucleic acids and for increasing the transfection efficiency 
of the isolated nucleic acids in procaryotic and eucaryotic cells. 

(57) ZusammenEassung 

Vcrwendung von Isopropanol in waBrigen Losungen fur die chromatographische Isolierung von Nucleinsauren zur Steigerung der 
Transfektionsefftzienz der isolierten Nucleinsauren in pro- und eukaryontischen Zellen. 
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Steiaerung der Transf ektionsef f izienz von Nucleinsauren 
durch die Verwenduna von Isopropanol in wafiriaen Losunaen 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von 
Isopropanol in wafirigen Losungen zur Steigerung der Trans - 
f ektionsef f izienz von Nucleinsauren in pro- und eu- 
karyontischen Zellen . 

Die DE 36 39 949 Al der Anmelderin betrif ft ein Verfahren 
zur Isolierung und Reinigung von Nucleinsauren, insbesondere 
langkettiger Nucleinsauren. Dabei werden waSrige Losungen 
(Puffer) relativ niedriger Ionenstarke verwendet, um die 
zunachst bei niedriger Ionenstarke an einer Anionenaus- 
tauschermatrix adsorbierten Nucleinsaure zu waschen. Danach 
werden die Nucleinsauren mit Puf fern hoherer Ionenstarke von 
der Matrix desorbiert. Ethanol kann dabei unter anderem zur 
Prazipitation von Nucleinsauren, insbesondere DNA, eingesetzt 
werden. Niedere Alkohole enthaltende Losungen werden in der 
P 43 21 904 der Anmelderin vorgeschlagen . Hierbei werden die 
niedere aliphatische Alkohole enthaltenden Losungen in 
Zusammenwirkung mit chaotropen Ionen hoher Konzentration 
verwendet, um Nucleinsauren an nicht mit Anionenaustauscher- 
gruppen modif izierten anorganischen Material ien zu ad- 
sorbieren. 
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In einer bevorzugten Verwendungsf orm wird dabei das Isopro- 
panol in einer Menge von 1-50 Vol.-%, insbesondere 5-25 
Vol.-%, besonders bevorzugt von 10 bis 15 Vol.-%, in den 
waSrigen Losungen vorliegen. Dabei konnen die waSrigen 
Losungen insbesondere auch fur Anionenaustauscher ubliche 
chromatographische Salze mono- oder divalenter Kationen, wie 
Natriumchlorid, Kaliumchlorid, etc. oder Kombinationen davon, 
enthalten. Die waSrigen Losungen sind vorzugsweise mit in 
der Molekularbiologie gebrauchlichen Puf f ersubstanzen, wie 
TRIS/HCl, MOPS, etc., gepuffert und weisen pH-Werte zwischen 
6 und 9 auf . 

Die erf indungsgemaSe Verwendung des Isopropanols laSt sich 
insbesondere bei der Isolation von DNA, wie Plasmid-DNA, 
anwenden, ist jedoch nicht auf diese DNA-Arten beschrankt . 

Die unter erf indungsgemaSe r Verwendung von Isopropanol er- 
haltenen Nucleinsauren sind insbesondere fur den Einsatz in 
gentherapeutischen Verf ahren geeignet . 

Erf indungsgemaS werden ebenfalls Losungen beansprucht , die 
Isopropanol in Mengen von 5 bis 60 Vol.-% enthalten konnen. 
Dies sind insbesondere die Waschpuffer, die gemaS DE 3 6 3 9 
949 Al eingesetzt werden konnen. Diese Puffer enthalten 0,5 
bis 1,5 M Natriumchlorid oder Kaliumchlorid, 20 bis 80 mM 
•MOPS oder TRIS/HCl bei einem pH-Wert von 6 bis 8 . Er- 
f indungsgemaS ebenfalls beansprucht werden waSrige Losungen 
unter Verwendung von 5 bis 60 Vol.-% Isopropanol enthaltend 
daruber hinaus 1,0 bis 2,0 M Natriumchlorid oder Kalium- 
chlorid, 20 bis 80 mM TRIS/HCl bei einem pH^Wert von 8 bis 
9 . 

Die DE 39 13 814 Al beschreibt in allgemeiner Form waSrige 
Systeme in Puffern, die zur Elektroelution von Gelen ver- 
wendet "werden konnen. Die dort beschriebenen Puf f ersysteme 
weisen beispielsweise Natriumchlorid, Puffersalze, wie MOPS, 
und niedere Alkohole, insbesondere CI bis C4-Alkohole, auf. 
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Beisuiel 1 

his Nucleinsauren wurden im folgenden Plasmid-DNA aus E. coli 
analog dem in DE 36 3 9 949 Al genannten Verfahrsn getrennt 
und isoliert. Dabei wird die Nucleinsaure an dem in der 
DE 3 6 3 9 949 Al beschriebenen Anionenaustauschermaterial 
(QIAGEN®, Diagen GmbH, Deutschland) adsorbiert . Es wurde mit 
einem Puffer der Zusammensetzung 1,0 M NaCl, 50 mM MOPS , 15% 
Isopropanol, pH 7,0 gewascheri; Danach wurde die Plasmid-DNA 
mit dem isopropanolhaltigen Puffer der Zusammensetzung 1,25 M 
NaCl, 50 mM TRIS/HCl, 15 Vol.-% Isopropanol, pH 8,5 eluiert . 

Dabei zeigte sich, daS die Ausbeute von Plasmid-DNA aus 
E. coli gegenuber der bekannten Preparation unter Verwendung 
von Ethanol urn ca. 10% gesteigert werden konnte . 

Mit der so erhaltenen DNA wurden dann Transf ektions- 
experimente durchgef uhrt . Die Transf ektionsef f izienz wurde 
uber die Messung der lacZ-Aktivitat bestimmt, wobei NIH 3T3- 
Zellen verwendet wurden. Diese Zellen wurden mit Hilfe der 
Kalziumphosphatmethode (Graham, F. L. and A. J. van der Eb 
(1973) "A new technique for the assay of infectivity of human 
adenovirus 5 DNA", Virology 52: 456 - 467) mit 1 fig des 
Reporterkonstrukts pRSVlacZ transf iziert (Lucibello, F. c. 
and R. Miiller (1989) "Sensitive microscale assay for the 
analysis of promotor activity in eukaryotic cells" , Methods 
Mol . Biol. 1: 9 - 18) . 

Die Tabelle zeigt die Transf ektionsef f izienz bei Verwendung 
verschiedener Alkohole, Ethanol reinst und vergallt, Iso- 
propanol und n-Butanol. 
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Anspruche 

1. Verwendung von Isopropanol in wafirigen Losungen fur die 
chromatographische Isolierung von Nucleinsauren zur 
Steigerung der Transf ektionsef f izienz der isolierten 
Nucleinsauren in pro- und eukaryontischen Zellen. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Isopropanol in 
Mengen von 1 bis 50 Vol.-% in den wafirigen Losungen 
vorliegt . 

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Isopropanol in 
Mengen von 5 - 2 5 Vol.-% in den wafirigen Losungen 
vorliegt . 

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Isopropanol in 
Mengen von 10 - 15 Vol.-% in den wafirigen Losungen 
vorliegt. 

5 . Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

4, wobei die wafirige Losung fur die Anionenaustauscher- 
Chromatographie iibliche Salze mono- oder divalenter 
Kationen, wie Natriumchlorid, Kalziumchlorid, Kalium- 
chlorid, etc. , enthalt. 

6 . Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

5, wobei die wafirige Losung eine gepufferte Losung ist . 

7. Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

6, wobei die Nucleinsaure-DNA Plasmid-DNA ist. 

8 . Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
1, zur Herstellung von Nucleinsauren fur die Gen- 
therapie . 

9. Wafirige Losung enthaltend 0,5 bis 1,5 M Natriumchlorid 
Oder Kaliumchlorid, 10 bis 100 mM MOPS oder TRIS/HC1 
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